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摘要 :【 目 的】 探索 多 杀菌 素 对 小 菜 蛾 Plutella xylostella 长 期 胁迫 下 的 亚 致 死 效应 。 【方法 】 采 用 低 
Ä (LC) 多 杀菌 素 进 行 继 代 处 理 , 应 用 叶片 浸渍 饲 喂 法 分 别 测定 不 同 处 理 世 代 小 菜 蛾 种 群 Sub 
对 多 杀菌 素 的 敏感 性 水 平 ,并 运用 实时 定量 PCR 法 进一步 检测 低 剂 量 多 杀菌 素 处 理 后 小 菜 蛾 4 龄 
幼 吕 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nAChR )a 亚 基 基 因 表 达 量 变化 。【 结果 】 随 着 处 理 世 代 的 增加 ,小 菜 蛾 
对 多 杀菌 素 的 敏感 性 下 降 , 至 第 10 代 (Sub10) 其 抗 性 倍数 为 2.70 倍 ;同时 对 小 菜 蛾 nAChR a 亚 基 
基因 表达 呈现 一 定 的 抑制 作用 ,Sub10 中 nAChR a 亚 基 基因 的 相对 表达 量 较 敏 感 种 群 SS 下 降 了 
32.04% , 且 差 异 显著 ; 而 抗 性 种 群 RR( 抗 性 倍数 17. 85) nAChR a 亚 基 基因 的 相对 表达 量 仅 为 SS 
的 0.37 倍 。[【 结论 】 小 菜 蛾 对 多 杀菌 素 敏 感性 可 能 与 nAChR a 亚 基 基因 的 表达 量 有 关 。 本 研究 可 
为 探 完 多 杀菌 素 长 期 低 剂量 处 理 对 小 菜 蛾 抗 药 性 发 展 的 潜在 影响 提供 一 定 依据 。 
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Expression of nicotinic acetylcholine receptor gene in Plutella xylostella 
( Lepidoptera: Plutellidae) after long-term exposure to low concentration 


of spinosad 

YIN Xian-Hui', WU Qing-Jun^ * , ZHANG You-Jun?, LONG You-Hua', WU Xiao-Mao! , LI Rong- 
Yu', LI Ming', ZHAO Zan-Wei' , WANG Ying' (1. Institute of Crop Protection, Guizhou University, 
Guiyang 550025, China; 2. Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to investigate the sublethal effects of spinosad on Plutella xylostella 
after long-term exposure to low concentration of spinosad. [Methods] The Sub strain of P. xylostella was 
continuously selected using the LC,s of spinosad. The susceptibility of the 4th instar larvae of various sub- 
populations of P. xylostella to spinosad was assayed by leaf dip feeding method, and the change of 
expression level of nicotinic acetylcholine receptor ( nAChR) a subunit gene in the 4th instar larvae of P. 
xylostella treated with low concentration of spinosad was determined by quantitative real-time PCR. 
[ Results] The sensitivity of P. xylostella to spinosad decreased across generations. After selection with 
the LC,s of spinosad for ten generations ( Sub10 ) the Sub strain developed 2. 70-fold resistance 
compared with the SS strain. Quantitative real-time PCR analysis indicated that the expression level of 


nAChR o subunit gene decreased with generations and significantly decreased by 32. 04% in the Subl0 
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11 其 FPEF: 低 剂 量 多 杀菌 素 继 代 处 到 
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generation compared to that in the SS strain ，and the expression level in the spinosad resistant strain RR 


(resistance ratio = 17. 85-fold) was only 3796 of that in the SS strain. [Conclusion] This multi- 


generational study found the possible correlation between spinosad susceptibility and the expression 


abundance of nAChR o subunit gene in P. xylostella, and this is helpful for further understanding of 


spinosad resistance mechanisms in P. xylostella. 


Key words: Plutella xylostella; spinosad ; insecticide resistance; nAChR; gene expression 


多 杀菌 素 ( spinosad ) 是 由 土壤 放射 
Saccharopolyspora spinosa 经 有 氧 发 酵 产生 的 大 环 内 
酯 类 物质 ( Thompson et al., 2000) ,对 多 种 害虫 高 
效 。 但 随 着 在 田间 的 大 量 广泛 应 用 ,其 对 有 害 生物 
的 亚 致死 效应 及 害虫 对 该 药剂 的 抗 性 问题 越 来 越 受 
到 关注 (Shono and Scott, 2003; Yin et al., 2009; El- 
Sheikh, 2015; 徐 志 红 和 李 俊 凯 , 2015 ) 。 目 前 关于 
害虫 对 多 杀菌 素 的 作用 机 理 还 不 十 分 明确 ,大 多 数 
研究 认为 多 杀菌 素 的 主要 作用 靶 标 是 烟 碱 乙酰 胆 碱 
受 体 (nAChRs) ,其 抗 性 是 由 于 靶 标 位 点 的 变异 ( 王 
东 等 , 2009) 所 致 ,尤其 是 与 6 亚 基 相关 ( Bao et al., 
2014), 。 如 已 经 证 明 果 量 Drosophila melanogaster 的 
Da6 ( Somers et al., 2015) 和 小 菜 蛾 的 Pxa6 ( Wang et 
al., 2016) 2225 E]. 55 Z Z& Wii zs ER DL PE si UT TH ; [HA 
家 蝇 Mda6 亚 基 被 证 实 与 多 杀菌 素 抗 性 无 关 ,说 明 
家 蝇 对 多 杀菌 素 的 抗 性 可 能 存在 其 他 机 制 ( Orr et 
al., 2009) 。 还 有 一 些 研 究 发 现 对 多 杀菌 素 的 抗 性 
存在 代谢 抗 性 机 制 (Reyes et al., 2012; Herron et al., 
2014) ,因此 对 多 杀菌 素 的 抗 性 可 能 存在 多 种 机 制 。 
ANS Plutella xylostella 是 世界 性 十 字 花 科 蔬 
菜 的 主要 害虫 ,至 今 已 有 很 多 有 关 小 菜 蛾 抗 药 性 的 
报道 (Zhao et al., 2002; Li et al., 2012) ,但 大 部 分 
集中 在 田间 抗 性 检测 (Hsu and Feng, 2006) 生理 生 
化 机 制 ( 尹 显 莫 等 ,2008 ) 及 普通 遗传 学 ( 王 东 等 ， 
2009 ) 方 面 ,很 少 涉及 当 昆 虫 长 期 暴露 在 低 剂 量 杀 
RA P gii BE . 抗 药性 发 生发 展 及 靶 标 基因 表达 
与 调控 等 。 大 量 研 究 表明 ,昆虫 抗 药性 是 可 遗传 的 
性 状 , 抗 性 个 体 的 基因 组 与 敏感 个 体 基因 组 间 存 在 
着 一 定 差异 ,这 些 差异 是 导致 昆虫 对 杀 虫 剂 产生 抗 
性 的 根本 原因 (Lansdell and Millar, 2004), 。 近 年 
来 ,与 昆虫 抗 药 性 相关 的 机 理 研 究 大 多 都 已 经 深入 
到 基因 水 平 (Hou et al., 2014; Wang et al., 2016) 。 
有 报道 称 省 氰 菊 酯 的 长 期 选择 可 导致 小 沫 蛾 抗 性 品 
系 和 敏感 品系 基因 表达 的 差异 ( 刘 白 末 等 , 2010 ) 。 


































































































其 种 群 敏 感性 变化 与 靶 标 基因 表达 水 平 的 相关 性 还 
未 见报 道 。 本 研究 采用 低 剂量 多 杀菌 素 连 续 处 理 
10 代 后 测定 小 菜 蛾 对 多 杀菌 素 的 敏感 性 变化 ,并 运 
用 交 光 定量 PCR 对 不 同 处 理 世代 小 菜 蛾 nAChR o 
亚 基 基 因 的 表达 作 定 量 分 析 , 旨 在 发 现 多 杀 苗 素 低 
剂量 继 代 处 理 对 小 菜 蛾 nAChR a 基因 表达 的 影响 ， 
为 揭示 小 荣 蛾 对 多 杀菌 素 的 抗 性 机 制 及 抗 性 治理 提 
供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 及 试剂 和 仪器 

供 试 小 菜 蛾 :小 菜 蛾 敏感 种 群 SS,2009 年 从 中 
国 农业 科学 院 蔬 菜花 开 研 究 所 引入 ,用 结 球 甘 蓝 在 
温室 (25 € 1*C , 光 周 期 16L: 8D, RH 60% ) 连续 饲 
养 ,期 间 未 接触 任何 杀 虫 剂 ; 低 剂 量 处 理 种 群 Sub, £ 
杀菌 素 LC2x; 处 理 敏 感 小 荣 蛾 后 的 种 群 ; 抗 性 种 群 RR , 
采用 多 杀菌 素 参照 Zhao 等 (2002) 报道 的 方法 汰 选 获 
得 , 抗 性 倍数 为 17. 85 ,作为 本 研究 的 参照 种 群 。 

主要 试剂 及 仪器 :多 杀菌 素 (spinosad ) 原 药 , 美 
国 陶 氏 益 农 公 司 ; Trizol Reagent 总 RNA 提取 试剂 
f Invitrogen; QuantiTect"" SYBR Green PCR 试 
剂 盒 , 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ;DNA Marker DE2000 , 
Taq DNA RA M cDNA 反 转 录 试 剂 盒 , 日 本 
TaKaRa 公司 ;PCR 引物 ,上 海 生 工 生 物 工 程 股份 有 
限 公 司 ; ABI 7300 Real Time PCR 仪 ,美国 ABI 公 
司 ;PTC-200PCR 仪 ,美国 MJR 公司 ;UV-2800 紫外 
分 光 光 度 计 , 龙 尼 科 (上 海 ) 仪 器 有 限 公司 。 
1.2 小 菜 蛾 多 杀菌 素 继 代 处 理 及 敏感 性 测定 

将 25 g/L 多 杀菌 素 悬 浮 剂 进行 梯度 稀释 ,参照 
Zhao 等 (2002 ) 的 叶片 浸渍 饲 喂 法 进行 生物 测定 ,以 
清水 为 对 照 。 生 物 测 定 结果 显示 多 杀菌 素 对 小 沫 蛾 
敏感 种 群 3 龄 幼虫 的 致死 中 浓度 (LCs ) 为 0. 27 
mg/ 工 。 本 试验 选择 低 剂 量 LCS, (0. 11 mg/L) HJ AZ 










































































同样 在 地 虫 威 的 短期 刺激 下 ,小菜 蛾 的 4BCG2 转录 
水 平 呈 现 上 升 趋势 ,表现 出 明显 的 应 激 效应 ( 朱 航 
等 , 2015) 。 但 是 在 低 剂 量 杀 虫 剂 长 期 选择 压力 下 ， 





























菌 素 浸渍 甘蓝 叶片 ,连续 饲 喂 敏 感 小 荣 蛾 ,分 别 于 处 
理 的 第 1 代 (Supl)、 第 5 代 (Sub5) 和 第 10 代 
(Sub10) 随 机 选取 存活 的 4 龄 第 1 天 幼虫 50 头 , 迅 
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速 置 于 液 氮 中 冷却 ,并 于 - 80% 冰箱 中 保存 备用 。 
于 处 理 的 第 5 代 和 第 10 代 测 定 幼虫 对 多 杀菌 素 的 
敏感 性 。 
1.3 





小 菜 蛾 总 RNA 提取 与 cDNA 第 一 链 合成 
按照 Trizol Reagent ( Invitrogen ) 说 明 书 的 步骤 
分 别提 取 LCs 剂 量 多 杀菌 素 处 理 的 Subl, Sub5 和 
Sub10 代 小 羔 蛾 4 龄 第 1 天 幼虫 的 总 RNA, 通 过 琼 
脂 糖 凝 胶 电泳 检测 RNA 的 完整 性 ,利用 核酸 检测 仪 
检测 RNA 的 纯度 ,合格 后 使 用 cDNA 反 转 录 试 剂 盒 
(TaKaRa) 将 RNA 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 链 , 产 物 

-20% 保存 备用 。 以 小 菜 蛾 敏感 种 群 SS 和 抗 性 
种 群 RR 为 参照 。 











1.4 PCR 扩 增 nAChR a 亚 基 cDNA 片段 
根据 nAChR 保守 区 设计 简 并 引物 nAChR -F 和 
nAChR-R( 表 1) ,用 于 扩 增 小 菜 蛾 nAChR a 亚 基 的 
cDNA 片段 。PCR 扩 增 体系 为 50 pL:cDNA 2 pL, 
上 下 游 引物 各 5 pL,LA Taq DNA 聚合 酶 0.5 uL, 
10 x Buffer 5 pL,dNTP 2 uL, Z: Ej 37K 30.5 uL, S 
应 条 件 :95% 预 变 性 3 min; 94% 变性 1 min,55?C 退 
K1 min,72% 延伸 1 min,35 个 循环 后 再 727€ 
10 min。 反 应 结束 后 用 1. 5% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 进行 
检测 并 回收 纯化 ,与 pGEM-T Easy Vector ( Promega) 
连接 并 转化 大 肠 杆菌 Top10 感受 态 细胞 ,进行 阳性 
克隆 检测 ,将 质粒 送 样 测序 。 











表 1 小 菜 蛾 nAChRo 亚 基 基因 扩 增 所 用 引物 
Table 1 Primers for PCR and qRT-PCR of nAChR a subunit gene in Plutella xylostella 

引物 名 称 引物 序列 (5 -3') 产物 长 度 (bp) 扩 增 效率 (% ) 
Primer name Primer sequence Product size Amplification efficiency 

nAChR-F ATCTGGTTGCCCGACATCGTGCT 423 97 

nAChR -R GTTAACCGTGTAGAACAGGGTTT 
QnAChRa-F CAATTGGGATGGGAATTACG ^14 99 
QnAChRa-R GGAGGACTGCTCCATGTGTT 

18SrRNA-F CGGCTACCACATCCAAGG 120 99 
18SrRNA-R GCTGGAATTACCGCGGCT 

1.5 荧光 定量 PCR 反应 体系 和 条 件 20.104,R = 0.9978 , 扩 增 效率 为 99. 1% 。 表 明 设 


利用 Primer 5. 0 软件 分 别 设 计 特 异 引 物 
QnAChRa-F 和 QnAChRa-R ,同时 以 18S rRNA 作为 
内 参 基 因 , 特异 引物 为 18SrRNA-F 和 18SrRNA-R 
( 表 1)。 荧光 定量 1 PCR 检测 使 用 QuantiTect"" SYBR 
Green PCR 试剂 盒 进行 。 反 应 体系 为 25 uL: 2 x 
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12. 5 uL, 
0.2 pmol/L PCR 上 下 游 引物 各 0.5 uL cDNA 模板 
2 uL, RNase-free water 9. 5 uL, Jx Jy 2& fF: 957C 
5 min;95*C 10 s,61*C 30 s,72?C 30 s,80Y 15 s,40 
个 循环 。 阴 性 对 照 以 去 RNA 酶 的 ddH,0 为 模板 ， 
每 个 样品 设置 4 个 独立 的 生物 学 重复 ,每 个 生物 学 
重复 设置 4 个 技术 重复 。 采 用 2 法 进行 定量 分 析 
(Livak and Schmittgen, 2001) ,其 中 AACt = (Ct gen 一 

















) ama 一 《 Ct 目 的 基因 一 Ct 内 参 基因 ) 对 照 组 
总 RNA 经 反 转 录 合 成 cDNA 后 ,进行 常规 PCR 
扩 增 分别 得 到 120 bp 和 214 bp 大 小 的 188 rRNA 
fll nAChR a 亚 基 片段 。 在 试验 设计 的 浓度 范围 内 
(6 个 数量 级 , Ct 值 从 16 ~ 40 之 间 ) 荧光 定量 PCR 
呈现 出 较 好 的 线性 关系 。 小 菜 蛾 内 参 基 因 18S 
rRNA 的 标准 曲线 为 :y = -3.272x +31.082 ,相关 系 
数 R^ =0. 9956, 扩 增 效 率 为 95.7%; 目的 基因 
nAChR a 亚 基 基 因 的 标准 曲线 为 :y = -3.376x + 





Cingan 




















定 的 效 光 定量 PCR 参数 符合 试验 要 求 , 可 用 于 定量 
分 析 。 
1.6 Zim 





用 SAS 统计 软件 对 数据 进行 单 因子 方差 分 析 ， 
Tukey 氏 下 检验 不 同 处 理 间 差异 显著 性 ,P < 0. 05 








2 结果 


2.1 
变化 

从 表 2 可 以 看 出 ,处 理 至 第 5 代 (Sub5 ) 时 ,小 
菜 蛾 3 龄 幼虫 48 h 的 LCx 值 与 SS 种 群 的 LCa fN 
无 明显 差异 ;处 理 到 第 10 代 时 ,其 LC;, 值 为 敏感 SS 
种 群 的 2. 70 倍 , 且 95% 置信 限 没 有 交叉 ,差异 显 
著 。 同 时 回归 方程 的 斜率 也 增加 了 16. 1196 ,说 明 
多 杀菌 素 低 剂量 继 代 人 处 理 不 仅 会 使 小 菜 蛾 的 敏感 性 
下 降 ,还 会 导致 个 体 的 同 质 性 增加 。 
2.2 ıh% Š nAChR o 亚 基 基因 cDNA 片段 的 
克隆 

小 菜 蛾 nAChR a 亚 基 核 苷 酸 片段 长 423 bp, 编 
码 141 个 氨基 酸 (图 1) 。 序 列 比 对 表明 该 氨基 酸 序 
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R2 不 同 小 菜 蛾 种 群 3 龄 幼虫 对 多 杀菌 素 的 敏感 性 (48 h) 
Table 2 Susceptibility of the 3rd instar larvae of different strains of Plutella xylostella to spinosad (48 h) 
种 群 回归 方程 相关 系数 LCso (95% CL) 抗 性 倍数 ” 
Strain Regression equation Correlation coefficient ( mg/L) Resistance ratio 
SS y 25.96 «1. 49x 0.95 0.27(0.19 -0.38) 1.00 
Sub5 y25.28 +1. 62x 0.93 0.28(0.21 -0.35) 1.03 
Sub10 y=4.95 +1.73x 0.97 0.73(0.56 -0.93) 2.70 
RR y=3.88 +1.92x 0.98 4.82(3.81 -6.10) 17.85 
SS. 敏感 种 群 Susceptible strain; Sub5 : 多 杀菌 素 LCs 连续 选 育 5 代 后 的 种 群 Spinosad (LC, ) selected SS strain for 5 generations; Subl0: 多 杀菌 


素 LO 连续 选 育 10 代 后 的 种 群 Spinosad ( LCs ) selected SS strain for 10 generations; RR: 抗 性 品 











直系 Resistant strain. 


LCso/ 敏 感 种 群 LCs AIJ EEIE Resistance ratio = LCso of the treated strain/LCso of the SS strain. 





列 是 nAChR a 亚 基 位 于 细胞 外 N 段 的 一 部 分 ,具有 
nAChR o 亚 基 的 一 些 典 型 结构 特 


的 半 胱 氨 酸 [ 


一 





Fig. 1 


是 受 体 功能 亚 基 (a 亚 基 ) 区 别 于 结构 
亚 基 (a 亚 基 ) 的 确定 性 特 
合 有 关 的 氨基 酸 如 色 氨 酸 ( 单 下 划 线 ) 2 





征 ,包括 两 个 相 邻 


征 , 见 图 1 方 框 ` 与 烟 碱 结 
与 w- 银 环 ”有 递 质 受 体 通 


1 ATC TGG TTG CCC GAC ATC GTG CTC TAC AAC AAT TGG GAT GGG AAT TAC GAG GTA 
1 I W L P D I V L Y N N W D G N Y E V 


55 ACC CTC ATG ACA AAA GCA ACG CTC AAA TAC ACC GGT GAA GTG AAC TGG AAG CCT 
199 T L M T K A T L K Y T G E V N W K P 


109 CCT GCA ATC TAC AAG TCA TCG TGC GAG ATC AAC GTC GAA TAC TTC CCC TTT GAT 
3 P A I Y K S S HOSS 


163 GAG CAG ACC TGT TTT ATG AAG TTT GGA TCT TGG ACC TAT AAT GGT GCC CAG GTG 
55 E Q T C FM KF G S W T YN 6 A Q V 


217 GAC CTA AAA CAC ATG GAC CAG TCC TCC GGC AGC AGC CTC GTG CAC GTG GGC ATC 
73 D L K HM D Q S S G S S L V H V G I 


271 GAC CTC AGC GAG TTC TAC CTG TCC GTG GAG TGG GAC ATC CTG GAG GTG CCG GCC 
9|] D L S E E Y L S V E W D I LE V P A 


325 ACC AGG AAC GAG GAG TAT TAC CCG TGC TGC CCG GAG CCT TTC TCT GAT ATA ACA 


109 T R N E E X YPE C]P E PF S D I T 


379 TTC AAG CTA ACA ATG CGT CGA AAA ACC CTG TTC TAC ACG GTT AAC 
17 F K L T M R R K T L F Y T V N 


图 1 片段 的 核酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 











小 菜 蛾 nAChR WAE 











“ 抗 性 倍数 = 处 理 种 群 


蛇毒 素 (a-bgt) 结合 的 酷 氨 酸 ( 双 下 划 线 ) 及 一 个 保 
守 的 包含 了 15 个 氨基 酸 , 形 成 的 胞 外 环 (loop ,两 个 
半 胱 氨 酸 之 间 形 成 二 硫 键 ) ,这 种 胞 外 环 是 其 他 配 
体 门 控 离 子 通 道 ,如 GABA 、 谷 氨 酸 和 甘氨酸 等 神经 
道 亚 基 的 重要 结构 特征 (灰色 阴影 


Partial nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of nAChR a subunit in Plutella xylostella 


方 框 内 两 个 相 邻 的 半 胱 氨 酸 
酸 。 双 下 划 线 是 参与 a- 银 环 蛇毒 素 ( a-bgt) 


是 受 体 功能 亚 基 (a 亚 基 ) 区 别 于 结构 亚 基 (B 3 
结合 的 酷 氨 酸 。 灰 色 阴 影 是 


are deterministic characteristics of receptor subunits ( œ subunit) different 





AE) 的 确定 性 特征 。 单 下 划 线 是 与 烟 碱 结合 有 关 的 氨基 酸 如 色 氮 
个 氨基 酸 形成 的 胞 外 环 。Two adjacent cysteines marked by black box 


rom structural subunits ( B subunit). Amino acids related to nicotine binding, 





: 15 








such as tryptophan, are underlined. Tyrosine involved in a-coral snake toxins combination is double underlined. The extracellular loop composed of 15 


amino acids are shaded in grey. 


在 GenBank 中 对 小 菜 蛾 nAChR a 亚 基 的 氨基 
酸 序列 进行 Blast 同 源 性 搜索 ,发现 它们 与 家 看 
Chilo suppressalis , 3E R Za $R 
Cydia pomonella JRA XX. Tribolium castaneum 、 马 铃 
SE FI R Leptinotarsa decemlineata 等 昆虫 的 nAChR 亚 
基 具 有 很 高 的 同 源 性 ( 图 2) ,尤其 与 家 大 nAChR a8 
亚 基 和 二 化 蜡 nAChR a8 亚 基 变种 2 的 同 源 性 分 别 
为 80.3% 和 79.4% 。 


Bombyx mori, — 4f, fs 











2.3 多 杀菌 素 抗 性 与 敏感 种 群 小 菜 蛾 nAChR o XE 
基 基 因 表 达 量 

由 图 3 可 知 , 抗 性 倍数 为 17. 85 的 多 杀菌 素 抗 
性 种 群 小 菜 蛾 中 的 nAChR a 亚 基 基 因 表 达 量 显著 
低 于 敏感 种 群 的 表达 量 , 以 敏感 种 群 小 菜 蛾 nAChR 
a 亚 基 基因 表达 量 作 为 基准 值 1, 则 抗 性 种 群 小 菜 
IR nAChR a 亚 基 基因 表达 量 仅 为 敏感 种 群 表达 量 
的 0.37 fi 
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nAChR 的 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 2 Alignment of amino acid sequences of nAChR o subunit of Plutella xylostella with nAChR of other insect species 























































































































nAChR 亚 基 序 列 来 源 及 其 GenBank 登录 号 Origin of nAChR sequences and their GenBank accession numbers; 小 菜 蛾 Plutella xylostella; ZÆ 
Bombyx mori, NP. 001166817. 1; — 4L Hi Chilo suppressalis, AKQ12753. 1; 3E XE IR Cydia pomonella, ^JA39823. 1; JRW A X Tribolium 
castaneum, EEZ99341.2; 马铃薯 甲虫 Leptinotarsa decemlineata , ACJ64922. 1. Consensus: 共有 序列 Consensus. 下 划 线 部 分 为 简 并 引物 克隆 的 片 
Et, The cDNA fragment cloned with degenerate primers is underlined. 
MEO a0 省 ,a 亚 基 mRNA 相对 表达 量 相对 于 SS 下 降 了 
ni 32.04% ,差异 显著 (图 4) 。 说 明 多 杀菌 素 低 剂量 处 
z H 10 代 后 , 随 着 抗 性 倍数 增加 ,nAChR a 亚 基 基因 
$ L Ly 
x2 4e 的 表达 被 明显 抑制 。 
id i TN mom 
ux £& 06r 一 上 一 FNIT —— JU EH 
RE 相对 表达 抗 性 倍数 
de Relative expression level Resistance ratio 
iod 0.37 15r -3 
ze : 4 27 
4 04r x 1.4 F i 
E: 21.3} 42.5 
is £ 1.2} $ 
L iH .2 S 
a 3 lp 4208 E 
1 a o 
0.0 Z “09 上 15s 
敏感 种 群 Susceptible strain. ” 抗 性 种 群 Resistant strain * àosgL Dé E 
= 0. 
图 3 不 同 种 群 小 菜 蛾 nAChR o 亚 基 基因 表达 量 的 差异 gor 0.6796 110 
Fig. 3 Expression abundance of nAChR a subunit gene 0.6 F 
in larvae of different strains of Plutella xylostella oa SS Subl Sub5 Sud "us 
图 中 数据 为 平均 数 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字母 代表 经 Tukey R F RR "bos 
un j Eere - : Ah Generation 
Æ P «0.05 水 平 差异 显著 ;下 图 同 。Data are mean + SE. Different 
letters above bars indicate significant difference by Tukey' s F test (P « *X| 4 nAChR a JV. 基 基 因 在 多 杀菌 素 低 剂量 fü 处 理 小 菜 蛾 
0.05). The same below. 4 龄 幼虫 中 的 相对 表达 量 


2.4 ”多 杀菌 素 低 剂量 处 理 对 nAChR o 亚 基 基 因 表 
达 量 的 影响 

采用 多 杀菌 素 低 剂 量 LCs 对 小 菜 蛾 进行 继 代 
处 理 1 代 和 5 代 后 , 抗 性 倍数 无 明显 变化 , 同村 
nAChR a 亚 基 基 因 的 相对 表达 量 与 SS 在 P =0.05 
水 平 上 差异 不 显著 ;至 第 10 代 , 抗 性 倍数 增 至 2.70 


TER 























Fig. 4 Relative expression level of nAChR a subunit gene 
transcript in the 4th instar larvae of Plutella xylostella after 
long-term exposure to low concentration of spinosad 
SS. 敏感 种 群 Susceptible strain; Subl: 多 杀菌 素 LC2s 选 育 1 代 后 的 
种 群 Spinosad (LLCs ) selected SS strain for one generation; Sub5; 多 
杀菌 素 LOs 连续 选 育 5 代 后 的 种 群 Spinosad ( LCs ) selected SS 
strain for 5 generations; Sub10: 多 杀菌 素 LC,; 连续 选 育 10 代 后 的 种 

FE Spinosad (LC55 ) selected SS strain for 10 generations. 









































11 其 FPEF: 低 剂 量 多 杀菌 素 继 代 处 到 
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3 讨论 








随 着 害虫 对 有 机 磷 类 、 和 氨基 甲酸 酯 类 、 拟 除虫菊 
和 类 等 药剂 产生 较 高 的 抗 性 ,新 烟 碱 类 杀 虫 剂 已 成 
为 蔬菜 害虫 的 有 效 防 治 药剂 ( 张 梅 凤 等 , 2009) 。 本 
研究 表明 小 菜 蛾 长 期 在 亚 致死 浓度 的 多 杀菌 素 胁迫 
下 ,同样 会 导致 对 多 杀 苗 素 的 敏感 性 下 降 。YVogt 等 
《2007) 采 用 亚 致 死 剂 量 的 三 丁 基 锡 (tributyltin ) 处 
Jl p dor Chironomus riparius ,前 4 代 死 亡 率 逐 渐 增 加 ， 
但 是 从 第 5 代 到 第 11 代 , 其 死亡 率 则 逐渐 下 降 。 
Cong 等 (2015 ) 分 别 采 用 LC 和 LC; 的 多 杀菌 素 处 
JB VG 4E fij H5. Frankliniella occidentalis, 人 处 理 32 代 后 
LCss 处 理 种 群 的 LCs 值 是 LCio 人 处 理 的 4 倍 ,并 且 西 
花 葡 马 的 适合 度 有 所 增加 。 可 见 , 低 剂量 杀 虫 剂 长 
期 胁迫 对 害虫 抗 药性 的 发 展 也 有 明显 促进 作用 。 如 
果 只 是 以 一 次 生物 测定 的 结果 来 判断 杀 虫 剂 的 毒 
力 , 而 忽略 了 低 剂量 杀 虫 剂 长 期 胁迫 对 昆虫 抗 药性 
的 影响 ,就 会 影响 对 杀 虫 剂 药 效 的 全 面 评价 。 但 目 
前 有 关 低 剂量 药剂 长 期 处 理 对 昆虫 抗 药性 影响 的 报 
道 并 不 多 。 因 此 ,有 必要 加 强 对 这 方面 的 研究 。 
昆虫 抗 药性 除了 驾 标 位 点 的 基因 突变 引起 外 ， 
靶 标 基因 表达 量 的 变化 也 可 能 会 引起 害虫 对 药剂 敏 
感性 的 变化 。 例 如 低 剂 量 毛虫 葵 甲 酰胺 分 别 连 续 处 
理 和 间隔 处 理 均 可 提高 小 菜 蛾 鱼 尼 丁 受 体 基 因 的 表 
达 量 , 且 长 期 筛选 获得 的 抗 性 种 群 的 表达 量 也 显著 
增加 ( 孙 丽 娜 等 , 2012 ) 。 基 因 表达 量 发 生变 化 可 能 
与 其 稳 态 响应 机 制 有 关 , 即 在 受到 外 界 不 良 环境 胁 
迫 时 ( 如 药剂 胁迫 ) ,昆虫 会 启动 稳 态 响应 机 制 ,这 
种 机 制 会 使 其 细胞 免 受 外 来 物质 的 毒害 ,在 此 过 程 
中 存在 能 量 平衡 现象 ( Morgan, 2001) ) , 即 某 些 基因 
表达 量 上 调 需要 更 多 的 能 量 ,导致 能 量 的 再 分 配 ,而 
其 余 基 因 表达 量 不 变 或 者 下 调 。Sun 等 (2013 ) 通过 
比较 蛋白 组 学 的 方法 对 涡 氟 菊 酯 敏感 品系 和 抗 性 品 
系 的 蚊 群 鉴定 分 析 , 发 现 抗 性 品系 中 和 蛋白酶 体 B6 
亚 基 (PSM B6) 的 表达 量 较 高 ,又 通过 抑制 剂 和 分 子 
生物 学 方法 研究 PSM po 在 省 氰 菊 酯 抗 性 中 的 作 
用 ,结果 显示 和 蛋白酶 抑制 剂 可 提高 抗 性 品系 细胞 和 
幼虫 对 溴 氰 菊 酯 的 敏感 性 ,而 PSM B6 基因 的 敲 除 
则 大 大 降低 了 涡 氟 菊 酯 胁迫 下 细胞 的 存活 率 , 从 而 
认为 PSM B6 与 蚁 群 对 溴 氰 菊 酯 的 抗 性 密切 相关 。 
本 试验 中 多 杀菌 素 低 剂量 短期 处 理 , 小菜 蛾 nAChR 
a 亚 基 基因 的 表达 无 明显 变化 ,但 随 着 选 育 代数 增 
加 ,昆虫 种 群 中 纯 合 子 相对 数量 增加 ,逐渐 表现 出 抗 











































































































































































































性 趋向 ,出 现 了 nAChR a 亚 基 基 因 的 表达 被 抑制 ， 
这 与 Wang 等 (2016 ) 报道 在 高 抗 小 菜 蛾 种 群 nAChR 
o6 亚 基 第 4 个 跨 膜 结构 上 发 现 有 3 个 氨基 酸 缺 失 
的 结果 一 致 。 本 实验 参照 抗 性 种 群 的 抗 性 倍数 不 
高 ,种 群 中 有 大 量 的 杂 合 子 ,但 nAChR a 亚 基 基 因 
的 相对 表达 量 在 5 个 种 群 中 最 低 , 与 敏感 种 群 差异 
显著 。 因 此 ,小菜 蛾 的 nAChR a 亚 基 与 果 晶 的 
nAChR Da6 相似 ,可 能 均 为 多 杀菌 素 的 作用 靶 标 
(Perry et al., 2007), XE E EAM XX 3 
nAChR a 亚 基 的 具体 作用 机 理 , 以 及 是 否 会 同样 引 
起 nAChR a 亚 基 的 不 表达 而 产生 抗 性 的 问题 ,还 需 
要 进一步 的 研究 。Li 等 (2007) 比较 了 滞 育 和 正常 
家 晶 晴 的 脑 部 蛋白 组 ,在 滞 育 师 中 ,脂肪酸 结 合 蛋白 
的 表达 量 明显 下 调 , 而 脂肪 酸 结 合 蛋白 与 炎症 、 代 谢 
和 免疫 反应 通路 密切 相关 ,该 蛋白 在 敏感 品系 中 未 
鉴定 出 来 ,可 能 是 表达 量 过 低 或 者 表达 受到 抑制 , 进 

影响 小 菜 蛾 体内 脂肪 的 代谢 ,推测 其 与 抗 药性 有 
一 定 关 系 。 同 样 可 以 推测 ,在 幼虫 阶段 ,小 菜 蛾 在 多 
杀菌 素 多 代 胁 迫 下 nAChR a 亚 基 基 因 表 达 量 的 降 
低 可 能 会 影响 细胞 活性 ,导致 增殖 缺陷 或 细胞 凋 亡 ， 
从 而 使 小 菜 蛾 无 法 抵御 多 杀菌 素 毒害 ,该 差异 表达 
为 进一步 研究 多 杀菌 素 的 作用 靶 标 和 作用 机 理 ,了 
解 杀 虫 剂 抗 性 机 制 的 产生 提供 了 依据 。 
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